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Die Trion Pharma GmbH in Munchen/Deutschland hat eine Patentanmeldung unter 
der Bezeichnung 

„Bispezifische und trispezifische Antikorper, die spezifisch mit induzier- 
baren Oberflachenantigenen als operationelle Zielstrukturen reagieren" 

arn 25. September 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprung- 
lichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig die Symbole 
O 07 K und A 61 K der Internationalen Patentklassifikation erhalten. 
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Bispezif ische und trispezif ische AntikGrper, die spezifisch mit 
induzierbaren Oberf iachenantigenen als operationelle Zielstruk- 
turen reagieren 



4^^^ Die vorliegende Erfindung betrifft neue bispezif ische und tri- 
^^Bspezif ische AntikGrper, Verfahren zur Herstellung dieser Anti- 
kOrper sowie ihre Verwendung in der Immuntherapie. 

Die Immuntherapie durch AntikOrper, insbesondere durch bispezi- 
f ische Oder trispezif ische AntikOrper, hat in den letzten Jah- 
ren an Bedeutung stetig zugenommen. Ein wesentliches Problem 
bei der Verwendung derartiger AntikOrper in der Immuntherapie 
ist die spezifische Erkennung der Zielzelle durch die AntikOr- 
per, d.h. eine mttglichst genaue Dif ferenzierung zu den Zellen, 
die durch die AntikGrper nicht angegriffen werden sollen, d.h. 
dehTZellen im noTmarenT physiorogischen^Zust^ ~ 
scher die Erkennung von Zielstrukturen auf den Zielzellen durch 
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die Antikerper ist, desto schonender veriauft eine Therapie mit 
derartigen AntikSrpern fUr einen Patienten und desto geringer 
sind die Nebenwirkungen. 

Die Lttsung diese Problems wird umso wichtiger, je starker die 

Effizienz von Immuntherapien mit der MSglichkeit starker Neben- 
wirkungen zunimmt . 

In der DE 196 49 223 und der DE 197 10 495 sind intakte bispe- 
zifische und trispezif ische AntikGrper beschrieben, die zur 
Immuntherapie eingesetzt werden. Diese bispezf ischen und tri- 
^B^^ spezif ischen AntikOrper sind befahigt, an eine T-Zelle, zumin- 
^^^V dest ein Antigen auf einer Zielzelle und durch ihren Fc-Teil 

Oder durch eine dritte Spezfitat an Fc-Rezeptor positive Zellen 
( akzessorische Zellen) zu binden. 

wahrend beispielsweise monoklonale AntikGrper bei ihrer Anwen- 
dung in der Immuntherapie nur bestimmte, klar umgrenzte Teilbe- 
reiche des Immunsystems an einer Zielzelle aktivieren und des- 
halb die bei einem Patienten auftretenden Nebenwirkungen eben- 
falls begrenzt und deshalb relativ leicht zu kontrollieren 
sind, rufen intakte bispezif ische und trispezif ische AntikOrper 
wesentlich starkere Nebenwirkungen hervor, wenn die Spezifitat 
des Bindungsarmes, der ein Antigen auf einer Zielzelle erkennt, 
^■^^ gering ist. Der Grund liegt darin, daB intakte bispezif ische 
und trispezif ische AntikGrper nicht nur T-Zellen aktivieren, 
sondern gleichzeitig auch akzessorische Zellen, beispielsweise 
Monozyten, Makrophagen und dendr it ische Zellen. Diese Nebenwir- 
kungen k&nnten dadurch verringert werden, daS eine hoch-spezi- 
fische Erkennung der Zielzelle durch den Antikerper ermfcglicht 
wird. 

Es ist somit eine wichtige Aufgabe der vorliegenden Erfindung, 
intakte bispezif ische und trispezif ische AntikGrper bereitzu- 
stellen, die hochspezif isch ein Antigen auf einer Zielzelle 
erkennen . 



Diese Aufgabe wird erf indungsgemaB durch einen intakten bispe- 
zifischen oder trispezif ischen AntikGrper gelGst, die zumindest 
die nachfolgenden Eigenschaften aufweisen: 



a) Binden an eine T-Zelle; 



b) Binden an zumindest ein Antigen auf einer Zielzelle; 

c) Binden durch ihren Fc-Teil (bei bispezif ischen AntikOr- 
pern) oder durch eine dritte Spezifitat (bei trispezif i- 
schen AntikOrpern) an Fc-Rezeptor positive Zellen 



und der hierdurch eine Immunantwort induziert und/oder die 
Zielzellen zerstOrt, wobei der AntikGrper so ausgewShlt ist, 
daB er an ein Oberf lachenantigen als Zielantigen auf der Ziel- 
zelle bindet, welches induzierbar ist und im nicht induzierten 
Zustand ( Normal zust and) auf der Zielzelle nicht vorkommt oder 
in einer derart geringen Zahl, daB die Anzahl fur eine ZerstG- 
rung der Zielzelle nicht ausreicht. 

Erf indungsgemaB konnte gezeigt werden, daB nach Induktion be- 
reits eine relativ geringe Anzahl der Zielantigene auf der 
Zielzelle ausreichend ist, urn die intakten bispezif ischen und 
trispezifischen Antikdrper zu binden und eine ZerstOrung der 
Zielzelle und/oder eine Immunantwort einzuleiten. Unter "gerin- 
ge Anzahl" wird erf indungsgemaB eine Anzahl von Zielantigenen 
auf der Zielzelle von mehr als 100 Zielantigenen pro Zielzelle, 
bevorzugt mehr als 300 und weiterhin bevorzugt mehr als 1000 
Zielantigenen pro Zelle verstanden. Die induzierbaren Zielanti- 
gene konnen auch in einer Menge von bis zu 500.000 pro Zielzel- 
le vorliegen, wobei auch Mengen bis zu 400.000, bis zu 300.000, 
bis zu 200.000 oder bis zu 100.000 pro Zielzelle induzierbar 
sind. Ein weiterer bevorzugter Mengenbereich, in dem die Ziel- 
antigene vorliegen kbnnen, ist von 50.000 bis 100.000 und von 
5000 bis 50.000. 

Beispiele jf ur_ induzierbare__0her f iachenantigene_auf — Zielzellen_ _ 
(Zielantigene), die fur eine Immuntherapie durch intakte bispe- 
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zifische und trispezif ische AntikGrper einsetzbar sind, sind 
Hitzeschock-Proteine und "MHC-Klasse I-verwandte" MIC-Molekiile. 
Hitzeschock-Proteine (Hsp) werden von der Zelle als Antwort auf 
ZellstreS synthetisiert . Unter "ZellstreS" 1st erf indungsgemaB 

beispielsweise eine Entartung der Zelle , das Einwirken von 

Strahlen, chemischen Substanzen und von erhfihter Temper atur auf 
die Zelle sowle die Infektion der Zelle durch Mikroorganismen 
zu subsumieren. Zur Zeit sind vier Familien von Hitzeschock- 
Proteinen bekannt, die aufgrund ihres unterschiedlichen Moleku- 
largewichts differenziert werden. Diese Familien werden als 
Hsp25, Hsp60, Hsp70 und Hsp90 bezeichnet, wobei die Zahl das 

^B^^k ungefahre Molekulargewicht der StreBproteine in Kilo-Dalton 
^^^V wiedergibt. Die Hitzeschock-Proteine zeichnen sich durch hoch- 
konservierte Aminos£uresequenzen aus, wobei der Grad der Kon- 
servierung bei ttber 35 % Aminosaure-Identitat, bevorzugt bei 35 
- 55 %, weiterhin bevorzugt 55 - 75% und am beyorzugtesten zwi- 
schen 75 % bis 85 % Aminosaure-Identitat liegt. 

Auf folgende Ubersichtsartikel wird verwiesen: Annu. Rev. Ge- 
net. 27, 437-496 (1993); Biochimie 76, 737-747 (1994); Cell. 
Mol. Life Sci. 53, 80-129, 168-211 (1997); Experientia 48, 621- 
656 (1992); Kabakov u. Gabai, Heat Shock Proteins and Cytopro- 
tection, Berlin: Springer 1997. 

^■^^k Hitzeschock-Proteine werden im Normal fall auf gesundem Gewebe 
^^^^ nicht exprimiert. Es gibt jedoch Unter suchungen, die zeigen, 

daB Hitzeschock-Proteine beispielsweise auf Tumorzellinien und 
auf Tumormaterial aus Patienten exprimiert werden kttnnen ( Mel- 
cher et al.. Nature Medicine, 4:581, 1998). Die Expression der 
Hitzeschock-Proteine auf den Tumorzellinien ist aber relativ 
schwach und deshalb fur bisher bekannte immuntherapeutische 
Ansatze mit monoklonalen AntikSrpern und unvollstandigen 
(F(ab)2) bispezif ischen AntikOrpern ungeeignet. 

Beispiele fur Hitzeschock-Proteine sind Hsp60 und Hsp70/72. 

Gleiches gilt fur MIC-MolekUle. Auch diese Molekule sind durch 
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ZellstreB, wie oben naher definiert, induzierbar . MIC-Molekule 
sind MHC I-verwandte Molekule, die unter Kontrolle von Hitze- 
schock-Promoter-Elementen stehen (Groh et al., PNAS 93: 12445 , 
1996). Beispiele fur MIC-Molekule sind MIC A und MIC B. Auch 
fur MIC-Molekule konnte gezeigt werden, daB sie auf Normalge- 
webe nicht Oder nur in so geringer Menge exprimiert werden, daB 
sie als Zielstruktur zur Erkennung durch einen Antikarper, um 
eine Zerstarung der Zielzelle zu erreichen, nicht geeignet 
sind, wahrend sie auf beispielsweise epithelialen Tumoren in 
einer solchen Menge exprimiert werden, daB sie durch die erfin- 
dungsgemaB bereitgestellten bispezif ischen und trispezif ischen 
AntikGrper bei einer Immuntherapie als Zielantigene einsetzbar 
sind. 

Die erfindungsgemaB bereitgestellten intakten bispezif ischen 
oder trispezif ischen Antikbrper werden so ausgewahlt, daB sie 
gegen zumindest ein Zielantigen auf einer Zielzelle gerichtet 
sind, welches induzierbar ist und auf der Zielzelle im nicht 
induzierten Zustand nicht oder im wesentlichen nicht vorkommt. 
Diese Zahl liegt beispielsweise bei ca. 100 Zielantigenen/Zel- 
le. Dies heiBt jedoch nicht, daB derartige Zielantigene auf 
anderen Zellen, d.h. Nicht-Zielzellen, nicht vorkommen kfinnen. 
Beispielsweise kommen auf sich schnell regenerierendem Gewebe, 
z.B. den Schleimhautzellen des Magen-Darm-Traktes, auch im phy- 
siologischen Zustand, konstitutiv exprimiert, Hitzeschockpro- 
teine vor. Diese Hitzeschockproteine werden jedoch von der vor- 
liegenden Erfindung nicht mit umfaBt, da sie nicht induzierbar 
sind, sondern bereits auf Normalgewebe vorkommen. Bei Verwen- 
dung der erf indungsgemaBen AntikSrper, die gegen Hitzeschock- 
proteine gerichtet sind, kSnnen auch bestimmte Schleimhautzel- 
len des Magen-Darm-Traktes zerstSrt werden, da diese, wie oben 
ausgefuhrt, konstitutiv Hitzeschockproteine auf ihrer Zellober- 
fiache exprimieren. Die mGgliche Zerst5rung dieser Zellen ist 
fur einen Patienten zwar mit gewissen Nachteilen verbunden, die 
jedoch im Vergl eich zur erzielbaren Tumor z erstttrung gering an- 
zusetzen sind. 



Das sich schnell regenerierende Gewebe ist somit nicht primares 
Target der erfindungsgem^Sen Antikarper, kann jedoch dann von 
den Antikttrpern "getroffen" werden, wenn der erf indungsgemaSe 
AntikOrper nicht nur die induzierbaren Zielantigene auf der 
Zielzelle erkennt, sondern diese Antigene z.B. auch auf sich 
schnell regenerierendem Gewebe vorkonunen. Da sich dieses Gewebe 
jedoch schnell teilt, kann nach Absetzen der AntikSrper-Thera- 
pie der ursprUngliche Zustand dieses Gewebes relativ rasch so 
wieder hergestellt werden, daS es seine physiologische Aufgabe 
wieder er fallen kann. Die Erfindung ist also nicht darauf ge- 
richtet, daB die erf indungsgemaBen bispezif ischen und trispezi- 
fischen AntikOrper Antigene auf z.B. sich schnell regenerieren- 
dem Gewebe erkennen, welche dort unter UmstSnden konstitutiv 
exprimiert werden, sondern die Erfindung umfaBt ausschlieSlich 
solche Antikttrper, die gegen Zielantigene gerichtet sind, die 
auf der Zielzelle induzierbar sind und nach Induktion, bei- 
spielsweise auch konstitutiv, exprimierbar sind. 

Erf indungsgemas werden unter "induzierbar" solche Zielantigene 
verstanden, die hier operationell tumorspezif isch sind und im 
physiologischen Zustand auf der Zelle nicht Oder nur in einer 
solchen Anzahl vorkommen, daB eine Immunantwort gegen sie nicht 
induzierbar ist Oder eine ZerstSrung der Zielzellen aufgrund 
dieser geringen Anzahl nicht oder in einem nicht wesentlichen, 
therapeutisch nutzbaren Umfang stattfindet. 

Als induzierbare Zielantigene auf einer Zielzelle sind nicht 
nur solche auf einer Tumorzelle zu verstehen, sondern auch An- 
tigene, die induziert werden, wenn die Zielzelle beispielsweise 
durch einen Mikrooganismus infiziert wird. Unter "Mikroorganis- 
mus" wird erf indungsgem£B jeder Organismus verstanden, der die 
Zielzelle so beeinfluSt, daB auf seiner Oberfiache ein vom Mi- 
kroorganismus induziertes Zielantigen im oben beschriebenen 
Umfang exprimiert wird. Unter Mikroorganismen werden erfin- 
dungsgemaB beispielsweise Bakterien, Viren, Protozoen und Pilze 
verstanden. Zu den Bakterien gehGren beispielsweise Gram-posi- 
tive und und Gram-negative Bakterien, Mycoplasmen und Rickett- 



sien. Von den Protozoen mitumfaBt werden insbesondere Plasmo- 
dien. Von den Viren umfaBt werden beispielsweise Retroviren, 
Adenoviren, Herpesviren, Hepatitis-Viren, Togaviren, Pockenvi- 
ren usw. Entscheidend 1st, daB in Zellen, die von einem oder 
mehreren dieser Mikroorganismen infiziert wurden, auf der Zell- 



oberflache Antigene exprimiert werden, die durch die Mikroor- 
ganismen- Infektion induziert werden. Dabei handelt es sich urn 
Antigene, die von den Zielzellen als Antwort auf die Mikroorga- 
nismen- Infektion produziert werden und auf der Zelloberf lache 
erscheinen (wirtseigene Antigene), nicht dagegen urn Zielantige- 
ne, die durch die Mikroorganismen selbst produziert werden. Die 
Infektion einer Zielzelle durch einen Mikroorganismus fiihrt 
ebenfalls zu einer zellstreB-Situation fur die Zelle, die als 
Antwort hierauf die Expression bestimmter Proteine induziert, 
beispielsweise von Hitzeschock-Proteinen und von MIC-Proteinen. 

Die erfindungsgemaB bereitgestellten intakten bispezif ischen 
und trispezifischen Antikorper fUhren nicht nur einen Typ von 
Immunzellen, sondern T-Zellen und akzessorische Zellen an die 
Zielzelle heran, und sie sind aus diesem Grund fur die Erken- 
nung induzierbarer Oberf lachenantigene als operationelle Ziel- 
strukturen besonders geeignet. Es konnte gezeigt werden, daB 
bereits wenige Zielantigene in einer Menge von 100 bis 5000 pro 
Zelle auf der Zielzelle ausreichend sind, urn diese zu zersto- 
ren. Die hierzu durchgefiihrten in vitro- Experimente mit Stamm- 
zellpraparaten (PBSZ) sind im nachfolgenden Beispiel 1 be- 
schrieben. Somit ist die erf indungsgemaBe Klasse intakter bi- 
spezifischer und trispezif ischer Antikorper befahigt, auch bei 
einer sehr geringen Expression der Zielantigene Tumorzellen 
oder Zielzellen zu zerstSren oder nach deren Erkennung eine 
Immunantwort zu initiieren. 

Die erfindungsgemaBen Antik6rper konnen, da sie gegen induzier- 
bare Antigene gerichtet sind, dazu beitragen, das Problem feh- 
lender-zielzellspezifischerT- f-tir-eine-Immuntherapie_notwendige_ 
Zielantigene auf Tumorzellen und auf durch Mikroorganismen in- 
fizierten Zellen zu losen. Da derartige induzierbare Antigene 



nicht nur auf Tumorzellen vorkommen, sondern generell in StreS- 
situationen produziert werden, kOnnen auch Erkrankungen inunun- 
therapeutisch angegangen werden, die durch Infektion von bei- 
spielsweise Viren, Einzellern, Bakterien oder Pilzen ausgelGst 
wurden, Hierbei handelt es sich urn die oben bereits naher be- 
schriebenen MIC-Molektile und Hitzeschock-Proteine. 



Die oben beschriebenen intakten bispezif ischen oder trispezifi- 
schen AntikSrper werden zur Induktion einer Immunantwort und/- 
oder zur ZerstOrung der Zielzelle therapeutisch eingesetzt. Die 
AntikOrper werden in Form einer pharmazeutischen Zubereitung 
iB^^verabreicht, die iibliche Trager und/oder Hilfsstoffe enthalten 
^^Vkann, um eine Stabilitat und eine gUnstige Verabreichungsform 

verbunden mit hoher Vertraglichkeit und Wirksamkeit zu ermSgli- 
chen. Durch die Applikation der Antikerper kann eine Prophylaxe 
und Behandlung von beispielsweise Tumorerkrankungen erreicht 
werden, so daS eine Immunitat gegen den Erreger bzw. gegen den 
Tumor, bevorzugt eine Langzeit- Immunitat , erreicht wird. 



Die erf indungsgemaB bereitgestellten Antikttrper kOnnen in einer 
relativ geringen Menge eingesetzt werden, d.h. sie sind bereits 
in einer Menge von 5 pg bis 10 mg pro Patient wirksam, um die 
erf indungsgemSBe Immunitat, beispielsweise Tumorimmunitat, oder 
die erf indungsgemaB erreichbare ZerstiSrung der Zielzelle zu 
bewirken. Bevorzugt liegt die Applikationsmenge im Bereich von 
10 pg bis 100 \xg pro Patient, sie kann jedoch auch, falls not- 
wendig, dariiber liegen, also im Bereich von 100 \xg bis 5 mg pro 
Patient . 

Bei einem Tumor patient en sollte, da die Induktion einer Tumor- 
immunitat eine gewisse Zeit benGtigt, bei Beginn der Therapie 
eine Minimal Residual Disease (MRD) Situation mit wenigen ver- 
bliebenen Tumorzellen vorliegen. Unter MRD versteht man den 
Zeitraum nach der Reduktion von grOBeren Tumormengen mit geeig- 
neten Methoden, wie beispielsweise der Entfernung des Primartu- 
mors durch chirurgische MaBnahmen, indem noch residuelle Tumor- 
zellen exist ieren, die zwar u.U. nicht nachweisbar sind, aber 
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nach einer gewissen Zeit zum Rezidiv fuhren. Der Beginn der 
Therapie kann aber bereits vor Entfernung des Tumors liegen, urn 
sicherzustellen, daB genugend Tumorzellen durch die bispezifi- 
schen oder trispezif ischen Antikttrper gebunden und dem Immunsy- 
stem prasentiert werden. 



Bei den erf indungsgemaB verwendbaren geringen Mengen von ver- 
abreichten intakten bispezif ischen oder trispezif ischen Anti- 
kGrpern ist die Gefahr schwerwiegender Nebenwirkungen wesent- 
lich verringert. Ein weiterer Vorteil liegt darin, daS eine 
humorale Immunantwort mit komplement-f ixierenden AntikOrpern 
(bei Menschen die Isotypen IgGl und IgG3), die in der Lage 
sind, Tumorzellen zu zerstGren, induziert wird. 

Durch die Bindung des AntikGrpers an die Fc-Rezeptor positive 
Zelle wird diese aktiviert, wodurch die Expression von Zytoki- 
nen und/oder von co-stimulatorischen Antigenen initiiert oder 
erhGht wird. 

Die erf indungsgemSBen AntikGrper ubertragen durch die co-sti- 
mulatorischen Antigene auf der akzessorischen Zelle an die T- 
Zelle zumindest ein zweites Aktivierungssignal, welches fur 
eine physiologische Aktivierung der T-Zelle benGtigt wird, wo- 
bei sich diese Aktivierung in der Hochregulation von Aktivie- 
rungsmarkern, der ZerstGrung der Zielzelle und/oder in einer 
Proliferation der T-Zelle zeigt. Nach Verabreichung des Anti- 
kGrpers an den Patienten wird hierdurch eine Tumor immuni tat, 
bevorzugt eine Langzeit -Tumor immunit St, initiiert* 

Die erf indungsgemaB erreichbare Immunantwort ist dadurch cha- 
rakterisiert, daB in einem Organismus das kGrpereigene Immunsy- 
stem derart aktiviert wird, daB es zu einer dauerhaften ZerstG- 
rung und/oder Kontrolle des Tumors oder der Infektionserkran- 
kung konunt. Weiterhin vorteilhaft ist bei Verwendung der hier 
besGhriebenen-Antik5rper-die-Reduktion-von- Nebenwirkungenr~die~ 
ublicherweise eingesetzte AntikGrper, beispielsweise monoklona- 
le AntikGrper, besitzen. Zielstruktur fur die erf indungsgemaBen 
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Antikttrper sind induzierbare Oberf lachenantigene gemaB der De- 
finition der vorliegenden Erfindung, d.h. also solche, die auf 
der Zielzelle nicht vorkommen Oder in einer vernachiassigbaren 
Menge, so daB eine direkte StGrung der Zielzelle oder eine Im- 

munantwort, insbesondere eine lang andauernde Immunantwort bzw. 

Immunitat nicht induziert oder zumindest nicht in einem thera- 
peutisch verniinftigen AusmaS induziert wird. 

Erf indungsgemaS ist jede Art von Tumoren behandelbar, die unter 
die oben angegebene Definition failt. Insbesondere therapierbar 
sind epitheliale Tumore, Adenokarzinome, Kolonkarzinome, Manuna- 
^M^k karzinome, Ovarialkarzinome, Lungenkarzinome und Hals-, Nasen- 
^^^P und/oder Ohrentumore. Weiterhin behandelbar sind nicht-epithe- 
liale Tumoren wie Leukamien und Lymphome. Weiterhin therapier- 
bar sind virusinduzierte Tumoren, beispielsweise Lebertumore 
oder Cervixkarzinome. 

Durch die Anwendung der erf indungsgemaS bereitgestellten Anti- 
kSrper sind auch durch Mikroorganismen infizierte Zielzellen 
und die hierdurch induzierten Erkrankungen therapierbar. Hierzu 
gehOren beispielsweise Infektionen durch CMV und HIV. 

Unter "Zielzelle" sind erf indungsgemaS alle Zellen zu verste- 
hen, die in Form einer Tumorzelle entartet sind oder die durch 
einen Mikroorganismus infiziert wurden und die als Antwort auf 
die Zell-Entartung oder die Mikroorganismus- Inf ektion ein Anti- 
gen exprimieren, welches in der Zielzelle im Normal zustand, 
d.h. ohne Entartung bzw. ohne Inf ektion, nicht produziert wird 
oder in einem so geringen MaBe, daB hierdurch eine Immunthera- 
pie nicht induzierbar ist oder eine immuntherapeutische Zersta- 
rung der Zielzelle nicht mfcglich ist. 

Erf indungsgemaB sind nicht beliebige AntikSrper verwendbar, 
sondern diese mussen intakt sein, d.h. sie mussen einen funk- 
tionellen Fc-Teil besitzen, und sie mussen heterologer Natur 
sein, d.h. die AntikSrper sind dann aus schweren Immunglobulin- 
ketten unterschiedlicher Subklassen ( -Kombinationen, auch Frag- 



mente bzw. einzelne ausgetauschte Aminos&uren) und/oder Her- 
kunft (Spezies) zusanunengesetzt . 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung 

werden bispezif ische und/oder trispezif ische AntikQrper einge- 

setzt, die in der Lage sind, die Fc-Rezeptor-positive Zelle zu 
aktivieren. Hierdurch wird die Expression von Cytokinen und/- 
oder co-stimulatorischen Antigenen initiiert oder erh&ht. 

Bei den trispezif ischen AntikGrpern erfolgt die Bindung an die 
Fc-Rezeptor positiven Zellen bevorzugt beispielsweise iiber den 
JB^^ Fc-Rezeptor von Fc-Rezeptor positiven Zellen oder auch Uber 

andere Antigene auf Fc-Rezeptor positiven Zellen ( Antigen-prM- 
sentierenden Zellen), wie z.B. den Mannose-Rezeptor . 

Die erfindungsgemaB verwendbaren heterologen bispezif ischen 
und/oder trispezif ischen AntikSrper sind zum Teil an sich be- 
kannt, zum Teil werden sie aber auch in der vorstehenden Anmel- 
dung zum ersten Mai beschrieben. 

Nachfolgend wird die Erfindung insbesondere anhand von bispezi- 
f ischen AntikGrpern beschrieben. Die bispezif ischen Antikdrper 
stellen jedoch nur eine Ausfuhrungsform der Erfindung dar. Es 
ist auch mttglich, trispezif ische AntikOrper mit den oben ange- 
gebenen Eigenschaf ten einzusetzen. Weiterhin wird die Erfindung 
insbesondere am Beispiel der Induktion einer Tumorimmunitat 
dargestellt. Dies ist jedoch ebenfalls nur eine mSgliche Aus- 
fuhrungsform der Erfindung, die ganz allgemein fur immunthera- 
peutische Zwecke einsetzbar ist. Beispielsweise ist es auch 
mGglich, durch die Anwendung der erf indungsgemaB bereitgestell- 
ten AntikOrper eine Immunitat gegen Mikroorganismen zu errei- 
chen, die auf den infizierten Zielzellen u.a. die hier be- 
schriebenen Zielantigene induzieren. 



Bezugnehmendauf-dasMerkmal— ( a -)— wird - das—l~; — Signar~beispiels^ 
weise uber den T-Zell-Rezeptor-Komplex der T-Zelle ubertragen 
und kann damit, fur sich allein betrachtet, zu einer unphysio- 



logischen Aktivierung der T-Zelle fiihren. Die Zelle wird hier- 
durch anergisiert und kann auf T-Zell-Rezeptor vermittelte Sti- 
muli nicht mehr angemessen reagieren, Durch die erf indungsgema- 
Ben bispezif ischen Oder trispezif ischen AntikOrper wird zusStz- 
lich gleichzeitig durch die kostimulatorischen Antigene auf der 
Fc-Rezeptor positiven Zelle an die T-Zelle zumindest ein 2. 
Aktivierungssignal Obertragen, das zu einer physiologischen 
Aktivierung der T-Zelle und in der Folge entweder zu einer Zer- 
stOrung der Zielzelle und/oder einer Proliferation der T-Zelle 
ftihrt. Als weiteres Kriterium fOr die Aktivierung der T-Zelle 
kann die Hochregulation von Oberf lachenantigenen wie z.B. CD2, 
CD25 und/oder CD28 und/oder die Sekretion von Cytokinen wie 
z.B. IL-2 oder INF- y herangezogen werden. 



Mit den erf indungsgemaS verwendeten bsAk werden also T-Zellen 
aktiviert und gegen die Zielzellen redirigiert. Unspezif ische 
Aktivierungen von T-Zellen ohne Redirektion hatten in der Im- 
muntherapie generell wenig Erfolg. 

Auf der Zielzelle erfolgt eine Hochregulation von MHC 1, sowie 
eine Aktivierung der intrazelluiaren Prozessierungsmaschinerie 
( Proteasom-Komplex ) aufgrund der Freisetzung von Zytokinen (wie 
z.B. INF-y und TNF-a) in unmittelbarer Nachbarschaf t der Ziel- 
zelle. Die Zytokine werden aufgrund bispezif ischer AntikOrper- 
vermittelter Aktivierung von T-Zellen und akzessorischen Zellen 
freigesetzt ( siehe Abb. 1 und 3). D.h. durch den intakten bsAk 
werden nicht nur Zielzellen zerstdrt oder phagozytiert, sondern 
indirekt auch deren Immunit&t, beispielsweise gegen den Tumor, 
erhOht . 



Die Aktivierung der Fc-Rezeptor positiven Zelle durch den bsAk 
ist von der Subklasse bzw. der Subklassenkombination des bsAk 
abh&ngig. Wie in in vitro-Versuchen nachgewiesen werden konnte, 
sind beispielsweise bsAk der Subklassenkombination Maus-IgG2a/- 
Ratte-IgG2b in der Lage, an Fc-Rezeptor positive Zellen zu bin- 
den und diese gleichzeitig zu aktivieren, was zur Hochregula- 
tion bzw. Neuausbildung (Expression) von kostimulatorischen 
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Antigenen, wie z.B. CD40, CD80 oder CD86, auf der Zelloberfia- 
che dieser Zellen fiihrt. Dagegen sind bsAk der Subklassenkom- 
bination Maus-IgGl/IgG2b zwar in der Lage an Fc-Rezeptor posi- 
tive Zellen zu binden (1), kttnnen diese aber offenbar nicht in 
vergleichbarem MaBe aktivieren (2), 



wahrend der intakte bsAk die T-Zelle mit einem Bindungsarm 
(z.B. an CD3 oder CD2) bindet und gleichzeitig aktiviert, k5n- 
nen kostimulatorische Signale von der, an den Fc-Teil des bsAk 
gebundenen Fc-Rezeptor positiven Zelle, an die T-Zelle Qbermit- 
telt werden. D.h. erst die Kombination von Aktivierung der T- 
Zelle uber einen Bindungsarm des bsAk und der gleichzeitigen 
Ubertragung von kostimulatorischen Signalen von der Fc-Rezeptor 
positiven Zelle auf die T-Zelle, fuhrt zu einer effizienten T- 
Zellaktivierung. Zielzell-spezif ische T-Zellen, die an der 
Zielzelle ungenugend aktiviert wurden und anergisch sind, k6n- 
nen nach einer ex vivo-Langzeit-Inkubationsbehandlung ebenfalls 
reaktiviert werden. 



Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Induktion einer Zielzell- 
immunitat ist die mSgliche Phagozytose, Prozessierung und Pre- 
sentation von Zielzellbestandteilen durch die vom bsAk herange- 
fuhrten und aktivierten akzessorischen Zellen (Monozyten/Makro- 
phagen, dendritische Zellen und NK-"Natural Killer " -Zellen ) . 
Durch diesen klassischen Mechanismus der Presentation von Anti- 
genen kdnnen sowohl zielzellspezif ische CD4- wie auch CD8-posi- 
tive Zellen generiert werden. Zielzellspezif ische CD4-Zellen 
spielen daruberhinaus eine wichtige Rolle fur die Induktion 
einer humoralen Immunantwort im Zusammenhang mit der T-B-Zell 
Kooperation. 

Bispezif ische und trispezif ische AntikSrper kttnnen mit einem 
Bindungsarm an den T-Zellrezeptor-Komplex der T-Zelle, mit dem 
zweiten Bindungsarm an zielzellassoziierte Antigene auf der 
zrel^lle"biird^.~Sie^ dabei~T- Zellen, die durch ~~ 

Freisetzung von Zytokinen oder Apoptose-vermittelnde Mechanis- 
men die Zielzellen zerstGren. Dartiber hinaus besteht offenbar 



die MSglichkeit, daB T-Zellen im Rahmen der Aktivierung mit 
bispezifischen AntikOrpern tumorspezifische Antigene liber ihren 
Rezeptor erkennen und dadurch eine dauerhafte Immunisierung 
eingeleitet wird. Von besonderer Bedeutung ist dabei der intak- 
te Fc-Teil des bispezifischen oder trispezif ischen AntikQrpers, 
der die Bindung an akzessorische Zellen wie z.B. 

Monozyten/Makrophagen und dendritische Zellen vermittelt und 
diese veranlafit selbst zytotoxisch zu werden und/oder gleich- 
zeitig wichtige kostimulatorische Signale an die T-Zelle wei- 
terzugeben (Abb. 1). Auf diese Weise kann of f ensichtlich eine 
T-Zellantwort u.U. auch gegen bislang unbekannte, zielspezif i- 
sche Peptide induziert werden. 

Durch Redirektion von u.U. anergisierten, zielspezif ischen T- 
Zellen an Zielzellen mittels bispezif ischer und/oder trispezi- 
fischer AntikGrper bei gleichzeitiger Kostimulation derartiger 
T-Zellen durch akzessorische Zellen welche an den Fc-Teil des 
bispezifischen oder trispezif ische Antik5rpers binden, kbnnte 
die Anergie von zytotoxischen T-Zellen (CTLs) aufgehoben wer- 
den. D.h. eine im Patienten gegen die Zielzelle existierende T- 
Zell-Toleranz kann mittels intakter heterologer bispezif ischer 
und/oder -trispezif ischer AntikGrper gebrochen und damit eine 
dauerhafte Immunitat, z.B. eine Tumor immuni tat, induziert wer- 
den. 

Die erf indungsgemSB eingesetzten AntikOrper sind bevorzugt zur 
Reaktivierung von in Anergie bef indlichen, zielspezif ischen T- 
Zellen befahigt. Weiterhin sind sie zur Induktion von tumorre- 
aktiven Komplement-bindenden Antikbrpern und damit zur Induk- 
tion einer humoralen Immunantwort in der Lage. 

Die Bindung erfolgt bevorzugt uber CD3, CD2, CD4, CDS, CD6, 
CD8, CD28 und/oder CD44 an die T-Zelle. Die Fc-Rezeptor positi- 
ven Zellen weisen zumindest einen Fey -Rezeptor I, II oder III 
auf. 



ErfindungsgemaB einsetzbare AntikGrper sind zur Bindung an Mo- 
nozyten, Makrophagen, dendritische Zellen, "Natural Killer"- 
Zellen (NK-Zellen) und/oder aktivierte neutrophile Zellen als 
Fcy-Rezeptor 1 positive Zellen befahigt. 



Die erfindungsgemaB einsetzbaren AntikGrper bewirken, daB die 
Expression von CD40, CD80, CD86, ICAM-1 und/oder LFA-3 als ko- 
stimulatorische Antigene oder/und die Sekretion von Zytokinen 
durch die Fc-Rezeptor positive Zelle initiiert Oder erhGht 
wird. Die Zytokine sind bevorzugt IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL- 
8,IL-12 und/oder TNF-a. 

Die Bindung an die T-Zelle erf olgt bevorzugt uber den T-Zell- 
Rezeptor-Komplex der T-Zelle. 

Die erfindungsgemaB einsetzbaren bispezif ischen AntikGrper sind 
bevorzugt : 

ein anti-CD3 X anti-operationell-induzierbares Zielzell- 
assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD4 X anti-operatio- 
nell-induzierbares Zielzell-assoziiertes Antigen- und/oder 
anti-CD5 X anti-operationell-induzierbares Zielzell-asso- 
ziiertes Antigen- und/oder anti-CD6 X anti-operationell- 
induzierbares Zielzell-assoziiertes Antigen- und/oder an- 
ti-CD8 X anti-operationell-induzierbares Zielzell-assozi- 
iertes Antigen- und/oder anti-CD2 X anti-operationell-in- 
duzierbares Zielzell-assoziiertes Antigen- und/oder anti- 
CD28 X anti-operationell-induzierbares Zielzell-assoziier- 
tes Antigen- und/oder ant i-CD44 X anti-operationell-indu- 
zierbares Zielzell-assoziiertes Antigen-AntikGrper ist. 

Die erfindungsgemaB einsetzbaren trispezif ischen AntikGrper 
sind bevorzugt: 

— el-n-anti--CD3— X— anti^ 

assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD4 X anti-operatio- 
nell-induzierbares Zielzell-assoziiertes Antigen- und/oder 



anti-CD5 X anti-operationell-induzierbares Zielzell-asso- 
ziiertes Antigen- und/oder anti-CD6 X anti-operationell- 
induzierbares Zielzell-assoziiertes Antigen- und/oder an- 
ti-CD8 X anti-operationell-induzierbares Zielzell-assozi- 
iertes Antigen- und/oder anti-CD2 X anti-operationell-in- 
duzierbares Zielzell-assoziiertes Antigen- und/oder anti- 
CD28 X anti-operationell- induzierbares Zielzell-assoziier- 
tes Antigen- und/oder anti-CD44 X anti-operationell-indu- 
zierbares Zielzell-assoziiertes Antigen-Antikdirper . 

Bevorzugt einsetzbare Spezifitaten der erf indungsgemaBen Anti- 
^Bti^^ kGrper, die mit den unten genannten Isotyp-Kombinationen kom- 
^^^m binierbar sind, sind beispielsweise: 

Anti-CD3 X Anti-Hsp70 
Anti-CD2 X Anti-Hsp70 
Anti-CD28 X Anti-Hsp70 
Anti-CD5 X Anti-Hsp70 

Anti-CD3 X Anti-MICA 
Anti-CD2 X Anti-MICA 
Anti-CD28 X Anti-MICA 
Anti-CD5 X Anti-MICA 

Anti-CD3 X Anti-MICB 
Anti-CD2 X Anti-MICB 
Anti-CD28 X Anti-MICB 
Anti-CD5 X Anti-MICB 

Die erf indungsgemSB einsetzbaren trispezf ischen AntikOrper wei- 
sen zumindest eine T-Zell-Bindungsarm, einen Zielzell-Bin- 
dungsarm und einen an Fc-Rezeptor positive Zellen bindenden 
Bindungsarm auf . Dieser zuletzt genannte Bindungsarm kann ein 
anti-Fc-Rezeptor-Bindungsarm oder ein Mannose-Rezeptor-Bin- 
dungsarm sein. 

Der bispezif ische AntikOrper ist bevorzugt ein heterologer in- 



takter Ratte/Maus bispezif ischer AntikGrper. 



Mit den erf indungsgemaS einsetzbaren bispezif ischen und trispe- 
zifischen AntikSrpern werden T-Zellen aktiviert und gegen die 
Zielzellen redirigiert. Bevorzugt einsetzbare heterologe intak- 
te bispezifische AntikGrper werden aus einer oder mehreren der 
nachfolgenden Isotyp-Kombinationen ausgewahlt: 

Ratte-IgG2b/Maus-IgG2a / 
Ratte-IgG2b/Maus-IgG2b, 
Ratte-IgG2b/Maus- IgG3 , 

Ratte- IgG2b/Human- IgGl , 
Ratte-IgG2b/Human-IgG2 / 

Ratte-IgG2b/Human-IgG3[orientaler Allotyp G3m(st) = Bin- 
dung an Protein A] , 
Ratte- IgG2b/Human- IgG4 , 

Ratte-IgG2b/Ratte-IgG2c, 

Maus-IgG2a/Human-IgG3[kaukasische Allotypen G3m(b+g) = 
keine Bindung an Protein A, im folgenden mit * gekenn- 
zeichnet] 

Maus-IgG2a/Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] - 
Human- 1 gG3 *- [CH2- CH3 ] 

Maus-IgG2a/Ratte- [VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-IgG2a/Human- [VH-CH1, VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human- IgGl/Ratte- [ VH-CH1 , VL-CL] - 
~Huffian=IgGI^[ Hinge ] -Human- IgG3*^[ CH2-CH3 ] 

Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG4/Ratte- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human- 



IgG4- [Hinge] -Human- IgG4 [N-terminale Region von CH2]-Human- 
IgG3*[C-terminale Region von CH2: > AS-Position 251] -Hu- 
man- IgG3*[CH3] 



Ratte-IgG2b/Maus- [VH-CH1 , VL-CL] -Human- IgGl - [Hinge-CH2-CH3] 

Ratte-IgG2b/Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG2- [Hinge-CH2-CH3] 

Ratte-IgG2b/Maus-[VH-CHl, VL-CL] -Human- IgG3- [Hinge-CH2-CH3, 
orientaler Allotyp] 

Ratte-IgG2b/Maus- [VH-CH1 , VL-CL] -Human- IgG4- [Hinge-CH2-CH3] 

Human- IgGl /Human- [VH-CH1, VL-CL] -Human- IgGl- [Hinge] - 
Human-IgG3*- [CH2-CH3] 

Human- 1 gGl /Rat tie- [ VH-CH1 , VL-CL ] -Human- IgGl - [ Hinge ] - Human - 
IgG4 [N-terminale Region von CH2] -Human- IgG3* [C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human-IgG3*[CH3] 

Human- IgGl /Maus- [VH-CH1 , VL-CL] -Human- IgGl- [Hinge] - Human - 
IgG4 [N-terminale Region von CH2] -Human- IgG3*[ C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human- IgG3*[CH3] 

Human- IgGl /Rat te- [VH-CH1, VL-CL] -Human- IgGl- [Hinge] - Human - 
IgG2 [N-terminale Region von CH2] -Human-IgG3* [C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human- IgG3* [CH3] 

Human- IgGl /Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] - Human - 
IgG2 [N-terminale Region von CH2] -Human-IgG3* [C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human- IgG3* [CH3] 

Human- IgGl /Ratte- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Human-IgGl /Maus - [ VH-CH1 , VL-CL ] - Human- 1 gGl - [Hinge ] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Human- IgG2/Human- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG2- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Human- IgG4/Human- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG4- [Hinge] - Human - 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Human- IgG4/Human- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG4- [Hinge] -Human- 
IgG4[N-terminale Region von CH2] -Human-IgG3* [C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human-IgG3*[CH3] 

Maus-IgG2b/Ratte- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human- IgGl- [Hinge] - Human - 
{ t\ IgG3*-[CH2-CH3] 

I .1 

Maus-IgG2b/Human- [VH-CH1 , VL-CL] -Human- IgGl- [Hinge] - Human - 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-IgG2b/Maus- [VH-CH1, VL-CL] -Human- IgGl -[Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human- IgG4/Ratte- [ VH-CH1 , VL-CL] - 
Human- IgG4- [Hinge] -Human-IgG4- [CH2] -Human-IgG3*- [CH3] 

HumanIgGl/Ratte[VH-CHl / VL-CL] -Human-IgGl [Hinge] -Human- 
IgG4- [CH2 ] -HumanIgG3* [CH3] 

HumanlgGl/Maus [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl [Hinge] -Human- IgG4- 
[CH2] -Human- IgG3*[CH3] 

Human- IgG4/Human[ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG4- [Hinge] -Human- 
IgG4- [CH2] -HumanIgG3*- [CH3] . 



Die oben genannten Antikfcrper sind beispielhaft genannt. Diese 
und andere erf indungsgemSB einsetzbaren Antikflrper kdnnen vom 
Fachmann anhand von speziellen Techniken hergestellt werden. 
Be i spiel ha f t hier f u IT "si nan 3 i e~Li :1^5M €um erTT7")~ Bis - ( 1 
genannt . 



induziert wurden. Zur Induktion von Antigenen und ihrer Bedeu- 
tung fur die vorliegende Erfindung wird auf die obigen Ausftih- 
rungen verwiesen. 



In der nunmehr beschriebenen Ausf iihrungsf orm der Erfindung wer- 
den heterologe intakte bispezif ische und/oder trispezif ische 
Antik8rper verwendet. Urn ein Uberleben der Tumorzellen nach 
Reinfusion zu verhindern, wurden die Tumorzellen in an sich 
bekannter Weise behandelt, beispielsweise durch Bestrahlung 
Oder Hitzebehandlung. Die Tumorzellen werden nach Bestrahlung 
mit den intakten heterologen bispezif ischen und/oder trispezi- 
(Bfl^ f ischen AntikGrpern in Kontakt gebracht. Erf indungsgem&B sind 
^^^V nicht beliebige Antik^rper verwendbar, sondern diese mils sen 

intakt sein, d.h. sie mussen einen f unktionellen Fc-Teil besit- 
zen, und sie mussen heterologer Natur sein, d.h. die AntikGrper 
sind dann aus schweren Immunglobulinketten unterschiedlicher 
:A Subklassen ( -Kombinationen, auch Fragmente ) und/oder Herkunft 

( Spezies ) zusammengesetzt . 

Durch dieses Verfahren und den Einsatz der hier beschriebenen 
AntikGrper 1st gewahrleistet , daB nach Infusion der AntikOrper 
in den Patienten, aus dem die Tumorzellen zuvor entnommen wur- 
den, eine Tumorimmunitat aufgebaut wird. Die Reinfusion der 
behandelten Tumorzellen erfolgt bevorzugt in einen Patienten 
nach der Behandlung des Primartumors, bevorzugt bei Patienten 
in einer minimal residual disease (MRD) -Situation. Bei Pa- 
tienten mit wenig verbliebenen Tumorzellen, bei denen aller- 
dings die Gefahr eines Rezidivs hoch sein kann, wird das erfin- 
dungsgemaS bereitgestellte Verfahren besonders erfolgreich an- 
wendbar sein. 

Erf indungsgemaS werden zwei Verf ahrens-Varianten unterschieden: 

1. Kurzzeitinkubation, und 

2 . Langzeitinkubation 



Bei der Kurzzeitinkubation werden die autologen Tumorzellen 
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nach ihrer Gewinnung zunachst inaktiviert . 30 Minuten bis 4 
Stunden, bevorzugt 30 Minuten bis 2 Stunden, vor Reinfusion der 
behandelten Zielzellen werden die erf indungsgem&Ben intakten 
bispezif ischen und/oder trispezif ischen AntikSrpern in den Pa- 

tieten infundiert. Die behandelten Tumorzellen werden dann zur 

Reinfusion vorbereitet und infundiert. 

Bei der Langzeitinkubation werden die autologen Tumorzellen 
ebenfalls zunSchst durch beispielsweise Bestrahlung Oder Tempe- 
raturerhtthung inaktiviert. AnschlieBend werden hierzu Blutzel- 
^ len des Patienten, bevorzugt mononukleare Zellen aus dem peri- 
5^^pheren Blut (PBMC = peripheral blood mononucleated cells) sowie 
^^Vdie erf indungsgemSBen bispezif ischen und/oder trispezif ischen 
AntikSrper zugegeben, und diese Mischung wird dann iiber einen 
langeren Zeitraum, beispielsweise 1 bis 14 Tage lang, bevorzugt 
3 bis 10 Tage und weiterhin bevorzugt 6 bis 10 Tage, inkubiert. 
Hierdurch wird eine Vielzahl von Inununzellen bereits ex vivo 
gegen den Tumor "geprimt". AnschlieBend werden diese in den 
Patienten reinfundiert . Durch die Langzeitinkubation wird auch 
eine Internalisierung der Antikbrper und ihr Abbau erreicht. 

Erste in vitro-Ergebnisse zeigen, daB durch derartig vorbehan- 
delte Immunzellen Tumorzellen ohne weitere Zugabe von bispezi- 
fischen und/oder trispezif ischen AntikOrpern zerstGrt werden 
kbnnen . 

Sowohl bei der Kurzzeitinkubation als auch bei der Langzeitin- 
kubation werden T-Zellen an die Tumorzellen mittels der an den 
Tumorzellen immobilisierten intakten bispezif ischen und/oder 
trispezif ischen Antikttrper redirigiert; gleichzeitig findet 
eine Bindung von Fc-Rezeptor positiven Zellen an den Fc-Teil 
des bispezif ischen und/oder trispezif ischen AntikSrpers nach 
Reinfusion statt. Dabei werden die Fc-Rezeptor positiven Zellen 
durch Bindung an die Fc-Teile von (an der T-Zelle bzw. Tumor- 

— zel-le) immobilisierten- intakten bispezif ischen -Antik5rpern-aktr^ 

viert. 
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Zur Verbesserung des Immunisierungserf olges kttnnen die entweder 

nach dem Kurzzeit-Inkubationsverfahren Oder nach dem Langzeit- 
Inkubationsverfahren mit den Antikttrpern behandelten Tumor zel- 

len nicht nur einmal an den Patienten appliziert, sondern wahl- 

weise auch mehrfach verabreicht werden. 

Auf der Tumorzelle erfolgt eine Hochregulation von MHC 1, sowie 
eine Aktivierung der intrazelluiaren Prozessierungsmaschinerie 
( Proteasom-Komplex ) aufgrund der Freisetzung von Zytokinen (wie 
^ z.B. INF- y und TNF-a) in unmittelbarer Nachbarschaf t der Tumor- 

C^^^ zelle. Die Zytokine werden aufgrund bispezif ischer AntikOrper- 
^^^m vermittelter Aktivierung von T-Zellen und akzessorischen Zellen 
freigesetzt (siehe Abb. 1 und 3), D.h. durch den intakten bsAk 
werden nicht nur Tumorzellen zerst^rt Oder phagozytiert, son- 
dern indirekt auch deren Tumor immuni tat erhSht. 

Die Aktivierung der Fc-Rezeptor positiven Zelle durch den bsAk 
ist von der Subklasse bzw. der Subklassenkombination des bsAk 
abhangig. Wie in in vitro-Versuchen nachgewiesen werden konnte, 
sind beispielsweise bsAk der Subklassenkombination Maus-IgG2a/- 
Ratte-IgG2b in der Lage, an Fc-Rezeptor positive Zellen zu bin- 
den und diese gleichzeitig zu aktivieren, was zur Hochregula- 
tion bzw. Neuausbildung (Expression) von kostimulatorischen 

• Antigenen, wie z.B. CD40, CD80 oder CD86, auf der Zelloberfia- 
che dieser Zellen fUhrt. Dagegen sind bsAk der Subklassenkom- 
bination Maus-IgGl/IgG2b zwar in der Lage an Fc-Rezeptor posi- 
tive Zellen zu binden (1), kOnnen diese aber offenbar nicht in 
vergleichbarem MaBe aktivieren ( 2 ) . 

wahrend der intakte bsAk die T- Zelle mit einem Bindungsarm 
(z.B. an CD 3 oder CD2) bindet und gleichzeitig aktiviert, kOn- 
nen kostimulatorische Signale von der, an den Fc-Teil des bsAk 
gebundenen Fc-Rezeptor positiven Zelle, an die T-Zelle ubermit- 
telt werden. D.h. erst die Kombination von Aktivierung der T- 
Zelle iiber einen Bindungsarm des bsAk und der gleichzeitigen 
Ubertragung von kostimulatorischen Signalen von der Fc-Rezeptor 
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positiven Zelle auf die T-Zelle, fiihrt zu einer effizienten T- 
Zellaktivierung. Tumor-spezif ische T-Zellen, die an der Tumor- 

zelle ungenttgend aktiviert wurden und anerglsch sind, kQnnen 

nach der erf indungsgemaBen ex vivo-Vorbehandlung ebenfalls re- 
aktiviert werden. 

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Induktion einer Tumorim- 
munitat ist die mGgliche Phagozytose, Prozessierung und PrSsen- 
^ tation von Tumorbestandteilen durch die vom bsAk herangefuhrten 

• und aktivierten akzessorischen Zellen (Monozyten/Makrophagen, 
dendritische Zellen und NK-"Natural Killer" -Zellen ) . Durch die- 
sen klassischen Mechanismus der Presentation von Antigenen kfin- 
nen sowohl tumorspezif ische CD4- wie auch CD8-positive Zellen 
generiert werden. Tumorspezif ische CD4-Zellen spielen daruber- 
■ hinaus eine wichtige Rolle fUr die Induktion einer humoralen 
Immunantwort im Zusanunenhang mit der T-B-Zell-Kooperation. 

Es gibt erste in vivo-Daten aus Mausversuchen, die auf eine 
derartige dauerhafte Tumorimmuntat nach Behandlung mit einem 
syngenen Tumor und intakten bsAk hinweisen. In diesen Versuchen 
uberlebten insgesamt 14 von 14 Tieren, die nach einer ersten 
Tumorinjektion erfolgreich mit bsAk behandelt werden konnten, 
|eine weitere Tumorinjektion 144 Tage nach der ersten Tumorin- 
jektion - ohne eine erneute Gabe von bsAk. 

Weitere Vorteile bei der ex vivo-Immunisierung mittels bispezi- 
fischer und/oder trispezif ischer Antikttrper sind (i) die Mini- 
mierung von mOglichen Nebenwirkungen, (ii) die kontrollierte 
Bindung des Tumor bindungsarms an die Tumor zelle auBerhalb des 
KSrpers, (iii) ein mSglichst geringer Verbrauch von bispezifi- 
schen und trispezif ischen Antikttrpern, (iv) und die Reprodu- 
zierbarkeit bzw. Steuerung des Immunisierungserfolges durch 
Verabreichung einer definierten Anzahl von Tumor zellen. Dabei 
sind grundsatzlich zwei Vorgehensweisen mOglich, die unten im 
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einzelnen eriautert werden. Ein wichtiger Aspekt bei der Lang- 
zeitinkubation ist, daB der eingesetzte bispezif ische oder tri- 
spezifische AntikGrper innerhalb der projektierten Inkubations- 
zeit verbraucht und abgebaut wird. Damit wiirde fur eine derar- 

tige Immunisierung die langwierige Arzneimittelanmeldung ent- 

f alien. 

Beim Langzeit-Inkubationsverf ahren werden die mononukledren 
Zellen aus dem peripheren Blut mit den inaktivierten, autologen 
Tumor zellen vermischt und zusammen mit den Antikttrpern fttr ei- 
^ nen Zeitraum von 1-14 Tagen, bevorzugter 3 bis 10 Tagen, wei- 
terhin bevorzugt 6 bis 10 Tagen, inkubiert. Diese Inkubation 
erf olgt bevorzugt bei 37 °C unter sterilen Bedingungen und unter 
GMP-Bedingungen (Good Manufacturing Production = GMP) in einem 
Brutschrank . 

Die obengenannten Inkubationsbedingungen sind nur beispielhaft 
zu verstehen. In AbhSngigkeit von den Tumorzellen und den ver- 
wendeten AntikSrpern kGnnen auch andere Zeitraume, Temperatur- 
bedingungen etc., allgemein andere Inkubationsbedingungen, ge- 
wShlt werden. Der Fachmann kann durch einfache Versuche diese 
Bedingungen festlegen. 

Bei der Ex- vivo- Immunisierung werden die Tumorzellen bevorzugt 

• in einer Menge von 10 7 bis 10 9 Zellen, weiterhin bevorzugt in 
einer Menge von ca. 10 s Zellen, verwendet. Die mononuklearen 
Zellen aus dem peripheren Blut werden in einer Menge von ca. 
10 s bis 10 10 Zellen zugegeben. Selbstverstandlich ist es fur den 
Fachmann auch mOglich, andere Inkubationsbedingungen zu w&hlen, 
die durch Laborversuche ermittelt werden kOnnen (bspw. Anderun- 
gen in der Zellzahl und Inkubationsdauer ) . 

Die eingesetzten autologen Tumorzellen werden, urn nach Reinfu- 
sion ein weiteres Oberleben der Tumorzellen zu verhindern, 
bspw. bestrahlt. Beispielsweise werden y-Strahlen verwendet, 
die bspw. in einer Dosisstarke von 20 bis 100 Gy eingesetzt 
werden . 
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Die erfindungsgemSB eingesetzten Antiktfrper sind bevorzugt zur 
Reaktivierung von in Anergie bef indlichen, tumorspezif ischen T- 
Zellen befahigt. Weiterhin sind sie zur Induktion von tumorre- 
aktiven Komplement-bindenden AntikGrpern und damit zur Induk- 
tion einer humoralen Inununantwort in der Lage. 



IMMUNISIERUNGSPR0T0KOLLE 

vivo-Immunisierung (Kurzzeitinkubation) 

Herstellung einer Einzelzellsuspension (10 7 -10 9 Zellen) aus 
autologem Tumormaterial (oder allogenen Tumrozellen des- 
selben Tumortyps) mit anschlieSender y-Bestrahlung (20-100 
Gy) oder Hitzebehandlung (zunachst ca. 42 °C fur 30 rain,; 
anschlieBend ca. 60°C flir 1 Stunde); 

Infusion der bispezif ischen und/oder trispezif ischen Anti- 
ktfrper (5-100 \xg) 2 bis 4 Stunden vor Reinfusion des Zell- 
gemisches in den Patienten; 
Reinfusion des Zellgemisches (i.v.) 

Ex vivo-Immunisierung (Langzeitinkubation) 

1. Herstellung einer Einzelzellsuspension (10 7 -10 9 Zellen) aus 
autologem Tumormaterial (oder allogenen Tumorzellen des- 
selben Tumortyps) mit anschlieBender y -Bestrahlung (50-100 
Gy) bzw. Hitzebehandlung; 

2. Zugabe von bispezif ischen und/oder trispezif ischen Anti- 
kttrpern (5-50 jig), 

und Zugabe von PBMC (10 8 -10 10 ), [alternativ: 1 x 10 9 Zellen 
aus T-Zellapherese] 

3. nach 5 bis 7 Tagen Kontrolle der T-Zell-Reaktivitat durch 
Transfer von Aliquots auf z.B. allogene Brustkrebszelli- 

— nl-en— CMCF=7— MX-IT — ~ " — ~ ~ ~ ~~~~ 

4. Reinfusion (i.v.) der kultivierten PBMC am Tag 4 bis 14 in 
den Patienten (bei T-Zellapherese Kryokonservierung ) 



Ex 




2. 
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Abkttrzungen: PBMC, peripheral blood mononucleates cells = mono- 
nukleare Zellen aus dem peripheren Blut; i.v., intraveniJs. 

Ein ahnllcher aber auf den Zusatz von Zytokinen angewiesener 
und mit konventionellen bsAk (keine Aktivierung von akzessori- 
schen Zellen durch bsAk der Subklassenkombination Ratte IgG2B X 
Ratte IgGl) durchgef tihrter Ansatz zeigte die prinzipielle Wirk- 
samkeit einer derartigen ex vivo-Immunisierung im Tiermodell 
(5). 

Im Gegensatz dazu liegt der Vorteil des hier of f engelegten Ver- 
fahrens in der "Selbstversorgung" mit den fur die Hochregula- 
tion von z.B. MHC 1 auf der Tumorzelle benStigten Zytokinen 
(wie INF- y Oder TNF-a) durch die gleichzeitige Aktivierung von 
T-Zellen und akzessorischen Zellen (Monozyten/Makrophagen, 
Abb. ) an der Tumorzelle. Dies wird durch die eingangs erwMhnte 
besondere Subklassenkombination des hier verwendeten intakten 
bsAk erreicht. Bei der Kurzzeitinkubation finden diese Vorg£nge 
im Patienten statt. Weitere Vorteile bei der Kurzzeitinkubation 
sind (i) Umgehung der sonst notwendigen Kultivierung der Zell- 
suspension mit serumhaltigen Medium, (ii) Damit entfSllt auch 
die kostenintensive Kultivierung unter GMP-Richtlinien. 

Vorteil bei der Langzeitinkubation ist, daB der bsAk sich in 
vitro nach einiger Zeit selber verbraucht (und somit auch diese 
Methode nicht als Medikament, sondern als "medical device" eta- 
bliert werden kann). 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung 
werden die erf indungsgemdSen AntikGrper eingesetzt, um die An- 
zahl kontaminierender Zielzellen in Stammzelltransplantaten ex- 
vivo zu vermindern. Dieses Verfahren ist dadurch gekennzeich- 
net, daB die erf indungsgemdB bereitgestellten intakten bispezi- 
fischen und trispezif ischen Antik6rper fur einen ausreichend 
langen Zeitraum mit Stammzelltransplantaten, die kontaminieren- 
de Zielzellen enthalten k6nnen, in Kontakt gebracht werden, um 
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die Anzahl von kontaminierenden Zielzellen im Stammzelltrans- 
plantat zumindest zu verringern. Z.B. werden hier Stammzell- 
transplantate aus Patientinnen mit einem Mammakarzinom oder 
Ovarialkarzinom oder aus Patienten mit Leukamien, Lymphom, Ho- 
denkarzinom oder anderen Chemotherapie sensitiven Karzinomen, 
behandelt. Erf indungsgemafi kGnnen aber auch Stammzelltransplan- 
tate aus Patienten behandelt werden, die durch Mikroorganismen, 
beispielsweise durch Viren, infiziert sind. Beispiele fur mit 
Viren infizierte Stammzelltransplantate sind solche, die durch 
CMV oder HIV infiziert wurden. Die erf indungsgemafi verwendbaren 

^ bispezif ischen und trispezif ischen AntikOrper wurden bereits 

^^^^ vorstehend beschrieben. 

Das Stammzelltransplantat wird mit den bispezif ischen Antikttr- 
pern fur einen Zeitraum von 4 bis 72 Stunden, bevorzugt fur 
einen Zeitraum von 24 bis 48 Stunden, inkubiert, wobei bei- 
spielsweise eine Temperatur im Bereich von 20 bis 25 °C, vor- 
zugsweise Raumtemperatur, gewahlt wird. Die Zellen im Stamm- 
zelltransplantat liegen beispielsweise in einer Dichte von 
30000 bis 75000 Zellen pro \xl vor. 

Nach erfolgter ex-vivo Behandlung werden die Stammzelltrans- 
plantate in den Patienten, mfcglicherweise auch nach weiterer 
Auf reinigung, reinf undiert . Vollinhaltlich wird hier auf die DE 
196 49 223.8 hingewiesen, deren Of fenbarungsgehalt in die vor- 
stehende Anmeldung voll mit integriert wird. 

In dieser Ausf Uhrungsform der Erfindung mit dem erf indungsgema- 
Ben Verfahren werden kontaminierende Tumorzellen in Stammzell- 
praparaten ( Leukaphereseprodukten ) mittels bispezif ischer oder 
trispezif ischer Antikbrper in vitro eliminiert. Diese AntikOr- 
per weisen die im Anspruch 1 spezif izierten Merkmale auf, ins- 
besondere werden diese AntikGrper so ausgewahlt, daB sie an ein 
Oberfiachenantigen als Zielantigen auf der Zielzelle binden, 

— — — welches— induzier bar —is t und— im-nicht - induz ier ten— Zus t and -( Nor = 

malzustand) nicht vorkommt oder in einer derart geringen Zahl, 
daB die Anzahl fur eine ZerstOrung der Zielzelle oder die In- 



duktion einer Immunantwort durch den AntikOrper nicht aus- 
reicht . 

Beispiele fOr die verwendbaren, durch die vorliegende Erfindung 
bereitgestellten Antikttrper wurden gegeben. Diese weisen ins- 
besondere die bereits oben dargestellen Spezifitaten auf und 
k&nnen bevorzugt mit den dargestellten Isotyp-Kombinationen 
verkniipft werden. 

Das Inkontaktbringen der bispezif ischen AntikQrper und der 
Stammzellen mit den kontaminierenden Zielzellen erfolgt unter 
1^^^^ solchen Bedingungen / die sowohl eine Bindung der bispezif ischen 
^^^V oder trispezif ischen AntikSrper an die Zielzellen und die T- 
Zellen als auch eine Beibehaltung der Lebensf Shigkeit der 
Stammzellen gestatten. Die Einhaltung dieser Parameter ist ftir 
die Erhaltung und die Vitalitat der Stammzellen wie auch der 
Lymphozyten notwendig. Beispielsweise wird das Stammzelltrans- 
plantat ( Leukaphereseprodukt ) etwa 4-72 Stunden, bevorzugt 24 
- 48 Stunden, mit bispezif ischen AntikGrpern bei Raumtemperatur 
und einer Zelldichte von 30,000 - 75,000 Zellen/pl, bevorzugt 
30,000 - 50.000 Zellen/pl, unter leichtem Schwenken inkubiert. 
Bei einer Gesamtzellzahl von ca. 10 x 10 9 Zellen/Stammzell- 
transplantat ist eine bsAk-Menge von 5-50, 50 - 100, 100 - 
500 pg fUr die Tumorzellzerst6rung ausreichend, Ein weiterer 

•wichtiger Punkt des erf indungsgemaSen Verfahrens ist die Ver- 
wendung von sogenannten intakten bispezif ischen oder trispezi- 
f ischen AntikOrpern. Diese sind nicht nur in der Lage (aufgrund 
der hier verwendeten Spezif it&ten) T-Zellen an die Tumorzellen 
zu fiihren, sondern sie sind aufgrund der Ef f ektorf unktionen des 
Fc-Teils dariiber hinaus geeignet, mittels Komplement vermittel- 
ter Lyse oder durch Bindung von Fc-Rezeptor positiven Zellen, 
wie z.B. Makrophagen, Monozyten oder aktivierten neutrophilen 
Granulozyten, Tumorzellen zu zerstttren. Es k6nnen somit durch 
intakte bsAk mehrere tumor zel 1 - zer s tttrende Mechanismen gleich- 
zeitig aktiviert werden. 



Nachfolgend wird anhand eines Beispiels gezeigt, dafl die erf in- 
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dungsgemaB bereitgestellten Antikflrper befahigt sind, induzier- 
bare Oberf lachenantigene auf Zielzellen zu erkennen und an sie 
zu binden und eine Immunantwort einzuleiten bzw. die Zielzelle 
zu zerst&ren, auch wenn die Zielstrukturen in einer auBerst 
geringen Menge auf der Zielzelle vorliegen, beispielsweise in 
einer Menge von 100 bis 10.000 pro Zelle. Die Zielstrukturen 
kOnnen auch in httherer Anzahl vorliegen, beispielsweise bis zu 
500.000 (weitere bevorzugte Bereiche sind oben dargestellt ) . 
Die erf indungsgemaBen AntikOrper wirken jedoch uberraschender- 
weise auch dann, wenn die Zielstrukturen auf der Zielzelle in 
einer Anzahl von ca. 100 vorliegen, wobei erstaunlicherweise, 
i^^selbst bei dieser geringen Anzahl von Zielstrukturen auch nur 
^^Wgeringste Mengen des AntikGrpers notwendig sind, um eine Wirk- 
same therapeutische Behandlung durchzufuhren, d.h. Mengen von 
ca. 5 yg kOnnen zur Behandlung ausreichend sein. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand eines Ausfuhrungsbei- 
spiels dargestellt. Die Erfindung ist jedoch nicht auf dieses 
spezielle Bespiel beschrankt, sondern kann im Rahmen der vor- 
liegenden Beschreibung und der anliegenden Anspruche abgewan- 
delt werden. 



BEISPIEL 1 

tfachdem in praklinischen Tiermodellen die herausrangende Wirk- 
samkeit von intakten bsAk nicht nur in vitro, sondern auch in 
vivo belegt werden konnte (Lindhofer et al., Blood, 88:4651, 
1996), wurde die Reinigung von StammzellprSparaten von kontami- 
nierenden Tumorzellen als weitere AnwendungsmGglichkeit entwik- 
kelt (Lindhofer et al., Exp. Hematol. 25:879, 1997). 

Auf diesen Versuchen aufbauend, konnte in Folgeversuchen mit 
kompletten Stammzellpr&paraten (ca. 2 x lOelO Zellen), insbe- 
so ndere die Wi rksamkeit^jrLJunt^ 

tigene nachgewiesen werden. D.h. es wurde, in Titrationsversu- 
chen, so wenig intakter bsAk verabreicht, daB in einem PBSZ 
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(Periphere Blut-Stanunzellen ) -PrSparat mit ca. 6,5 x 10e9 T-Zel- 
len, bei einer Gabe von 5\xg AntikSper/Praparat, lediglich 3000 
CD3 Molektile von ca. 30.000 CD3 Molekulen/T-Zelle mit dem bsAk 
gebunden vorlagen ( siehe Berechnung ) . Trotzdem waren die intak- 

ten bsAk in der Lage, auch unter diesen Bedingungen / die Ziel- 

zellen (hier Tumorzelle: HCT-8) zu zersWren, 

Die Versuche waren so aufgebaut, daB von derartig behandelten 
PBSZ-Praparaten Aliquots entnonunen und mit einer definierten 
Menge von Tumorzellen kontaminiert wurden. Es konnte gezeigt 
^ werden, daB die Tumorzellen selbst bei dieser geringen Konzen- 
C^^^tration von intakten bsAk, bei der nur ein Teil der Zielanti- 
^^Vgene besetzt vorliegen, zerstdrt werden. 

Die Auswertung des oben beschriebenen Experiments fiihrte zu 
folgenden Ergebnissen: 



Patient WaGr Gesamtzellzahl PBSZ: 2,5 x 10 10 + 5 \xg bsAk 
Aliquot 5xl0 6 PBSZ + bsAk + Tumorzellen 




Platte 


kein 

Antikdrper 


bsAk 

anti- 

CD3Xepcam 


Tumorzellen/mononukleSre 
Zellen (PBSZ)/Loch 


24er 


6/6* 


0/6° 


2xl0 4 / 2xl0 6 


96er 


12/12 


0/12 


5000 / 5 x 10 5 


Tumor - 
reduktion 


: keine 


>51og 


Tumorzellanteil : 1% 
°E=1, 2x10 s Tumorz./6- 
Lttcher 



Anzahl der LScher mit Tumorwachstum, von 6 bzw. 12 plat- 
tierten LSchern, nach 14 Tagen Kultivierung. 



Titrationsversuche mit der Tumorzellinie HCT-8 haben erge- 
ben, daB bereits 1-2 Tumorzellen/Loch ausreichen, urn nach 
14 Tagen Kultivierung ein deutliches visuell auswertbares 
Tumorwachstum in 95% aller plattierten LGcher darzustel- 
len. 



Berechnung : 

Ein intakter bsAk hat ein Molekulargewicht von 150 KDa. D.h. 1 
Mol sind 150 Kg und entsprechen def initionsgem&B 6xl0 23 Molekii- 
len. Damit entsprechen 5 jag ca. 2xl0 13 MolekUlen. 

Naehdem— in-einem-Stammzellpraparat—e^SxlO^— ^ T-Zellen-bestimmt 

wurden und eine T-Zelle ca. 30.000 CD3 MolekUle tragt, kommt 
man auf eine Gesamtzahl von 19,5xl0 13 CD3 MolekUlen im Stamm- 



zellpr&parat . 



Da jeder bsAk einen arrti-CD3 Bindungsarm besitzt, kann gefol- 
gert: werden, daB theoret:isch, setzt man die belden oben berech- 
neten MolekOlmengen in Bezug, in diesem konkreten Beispiel 
nicht mehr als ca. 3000 CD3 MolekUle von den bsAk besetzt wer- 
den kGnnen. 
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ZUS AMMENF AS SUNG 



ErfindungsgemMB wird bereitgestellt ein intakter bispezif ischer 
Oder trispezif ischer Antikttrper, der zumindest die nachfolgen- 
den Eigenschaf ten aufweist: 

Bind en an eine T-Zelle; 

Binden an zumindest: ein Antigen auf einer Zielzelle; 
Binden durch ihren Fc-Teil (bei bispezif ischen Anti- 
kOrpern) Oder durch eine dritte Spezifitat (bei tri- 
spezif ischen AntikGrpern) an Fc-Rezeptor positive 
Zellen 

und der hierdurch eine Immunantwort induziert und/oder die 
Zielzellen zerstGrt, wobei der AntikGrper so ausgewShlt ist, 
daS er an ein Oberf lachenantigen als Zielantigen auf der Ziel- 
zelle bindet, welches induzierbar ist und im nicht induzierten 
Zustand (Normalzustand) auf der Zielzelle nicht vorkommt Oder 
in einer derart geringen Zahl, daB die Anzahl ftir eine ZerstG- 
rung der Zielzelle nicht ausreicht. 

Weiterhin beschrieben werden eine pharmazeutische Zusammenset- 

•zung, die die erf indungsgemdBen AntikOrper enthait sowie Ver- 
wendungen des AntikGrpers. 




(Fig. IB) 
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Bispezifische und trispezif ische Antik6rper, die spezifisch mit 
induzierbaren Oberf ISchenantigenen als operationelle Zielstruk- 
turen reagieren 




PATENT ANSPR0CHE 



1. Intakter bispezif ischer oder trispezif ischer Antikttrper, 
der zumindest die nachfolgenden Eigenschaf ten aufweist: 

a) Binden an eine T-Zelle; 

b) Binden an zumindest ein Antigen auf einer Zielzelle; 

c) Binden durch ihren Fc-Teil (bei bispezif ischen Anti- 
kOrpern) oder durch eine dritte Spezifitat (bei tri- 
spezif ischen Antikfcrpern) an Fc-Rezeptor positive 
Zellen 
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und der hierdurch eine Immunantwort induziert und/oder 
die Zielzellen zerstdrt, wobei der Antikerper so ausge- 
wahlt ist, daB er an ein Oberf lachenantigen als Zielanti- 
gen auf der Zielzelle bindet, welches induzierbar 1st und 
im nicht induziex Len Zust and ( Normal zustand) auf der Ziel- 
zelle nicht vorkommt oder in einer derart geringen Zahl, 
da8 die Anzahl far eine ZerstOrung der Zielzelle durch den 
AntikSrper nicht ausreicht. 

2. AntikGrper nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB als induzierbare Antigene Hitze-Schock-Proteine oder 
MHC-Klasse-I verwandte MIC-Molekiile eingesetzt werden. 

3. AntikSrper nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB als Hitze-Schock-Proteine HSP25-, HSP60- oder HSP70- 
(HSP72-) oder HSP90-Proteine und als MIC-Molekule 
MIC-A- und MIC-B-Molekule eingesetzt werden. 

4. Antik6rper nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB er gegen solche Zielantigene gerichtet 1st, die nach 
| Induktion auf der Zielzelle in einer Anzahl von mindestens 

100 und hOchstens 500.000 pro Zielzelle vorliegen. 

5. Antik6rper nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Antikarper weiterhin so ausgewShlt wird, daB er 
zur Aktivierung Fc-Rezeptor positiver Zellen befahigt ist, 
wodurch die Expression von Cytokinen und/oder co-stimmu- 
latorischen Antigenen initiiert oder erheht wird. 



6 . AntikGrper nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 



daS die AntikGrper so ausgewShlt werden, daB sie zur Bin- 
dung Fc-Rezeptor posit iven Zellen befahigt sind, die einen 
Fcy-Rezeptor I, II oder III aufweisen. 

"7^ AntikOrper nacn einem oaer mehreren der vorhergehenden 
Ansprttche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS die AntikSrper zur Bindung an Monozyten, Makrophagen, 
dendritische Zellen, "Natural Killer" -Zellen (NK-Zellen) 
und/oder aktivierte neutrophile Zellen als Fcy-Rezeptor I 
positive Zellen befShigt sind, 

AntikOrper nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Ansprttche , 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die Antik6rper zur Induktion von zielzellreaktiven, 
insbesondere tuxnorreaktiven Komplement-bindenden AntikOr- 
pern und damit zur Induktion einer humoralen Immunantwort 
befahigt sind. 

AntikiJrper nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Ansprttche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die AntikOrper so ausgew£hlt werden, daB sie ttber CD2, 
CD3, CD4, CD5, CD6 , CD8, CD28 und/oder CD44 an die T-Zel- 
len binden. 

10. AntiktJrper nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet , 

daB die AntikSrper so ausgewahlt werden, daB nach ihrer 
Bindung an die Fc-Rezeptor positiven Zellen die Expression 
von CD40, CD80, CD86, ICAM-1 und/oder LFA-3 als kostimula- 
torische Antigene und/oder die Sekretion von Zytokinen 
durch die Fc-Rez ptor positive Zelle initiiert oder erhOht 
wird. 





11. AntikSrper nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 

da6 die AntikGrper so ausgewahlt werden, daB die Sekretion 
von xw, iw, il-4, IL-6, IL-8, IL-12 als Zytokine und/- 
oder von TNF-a erhGht wird. 

12. Antikttrper nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB der bispezif ische AntikGrper so ausgewahlt wird, daB 
er ein anti-CD3 X anti-operationell induzierbares 
Zielzell-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD4 X anti- 
operationell induzierbares Zielzell-assoziiertes Antigen- 
und/oder anti-CD5 X anti-operationell induzierbares Ziel- 
zell-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD6 X anti-opera- 
tionell induzierbares Zielzell-assoziiertes Antigen- und/- 
oder anti-CD8 X anti-operationell induzierbares Zielzell- 
assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD2 X anti-operatio- 
nell induzierbares Zielzell-assoziiertes Antigen- und/oder 
anti-CD28 X anti-operationell induzierbares Zielzell-asso- 
ziiertes Antigen- und/oder anti-CD44 X anti-operationell 
induzierbares Zielzell-assoziiertes Antigen-AntikGrper 
1st. 

13. AntikGrper nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Ansprtiche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB der bispezifische AntikGrper aus einer oder mehreren 
der nachfolgenden Isotypkombinationen ausgewahlt wird: 
Ratte- IgG2b/Maus - IgG2a , 
Ratte-IgG2b/Maus-IgG2b, 
Ratte- IgG2b/Maus - IgG3 , 



Ratte- IgG2b/Human-IgGl , 
Ratte-IgG2b/Human-IgG2 , 



Ratte- IgG2b/Human-IgG3[orientaler Allotyp G3m(st) = Bin- 
dung an Protein A] , 
Ratte- IgG2b/Human- IgG4 , 

— Ratte- IgG2b/Katte-IgG2c, 

Maus-IgG2a/Human-IgG3 [kaukasische Allotypen G3m(b+g) = 
keine Bindung an Protein A, im folgenden mit * gekenn- 
zeichnet] 

Maus-IgG2a/Maus- [VH-CH1, VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] - 
Human- IgG3 * - [ CH2-CH3 ] 

Maus-IgG2a/Ratte- [VH-CH1 , VL-CL] -Human- IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-IgG2a/Human- [VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] - Human - 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl/Ratte- [ VH-CH1 , VL-CL] - 
Human-IgGl- [Hinge] -Human-IgG3*- [CH2-CH3] 

Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human- IgG4/Ratte- [ VH-CH1 , VL-CL] - Human - 
IgG4- [Hinge] -Human-IgG4[N-terminale Region von CH2]-Human- 
IgG3*[C-terminale Region von CH2: > AS-Position 251] -Hu- 
man- IgG3*[CH3] 

Ratte-IgG2b/Maus-[VH-CHl, VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge-CH2-CH3] 

Ratte-IgG2b/Maus- [VH-CH1, VL-CL] -Human-IgG2- [Hinge-CH2-CH3] 

Ratte-IgG2b/Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG3- [Hinge-CH2-CH3 , 
orientaler Allotyp] 



Ratte- IgG2b/Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG4- [Hinge-CH2-CH3] 



Human- IgGl /Human- [VH-CH1, VL-CL] -Human- IgGl- [Hinge] - 
Human- IgG3*- [CH2-CH3] 



Human- IgGl /Rat te- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG4[N-terminale kegion von uh^j -Human- IgG3*[C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251]-Human-IgG3*[CH3] 

Human- IgGl /Maus- [VH-CH1, VL-CL] -Human-IgGl - [Hinge] -Human- 
IgG4[N-terminale Region von CH2] -Human-IgG3*[C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251]-Human-IgG3*[CH3] 

Human-IgGl/Ratte- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG2[N-terminale Region von CH2] -Human-lgG3*[C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human-IgG3*[CH3] 

Human- IgGl/Maus- [VH-CH1, VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG2[N-terminale Region von CH2] -Human- IgG3*[C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human-IgG3*[CH3] 

Human- IgGl /Ratte- [ VH-CH1, VL-CL] -Human-IgGl - [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Human- IgGl /Maus - [ VH-CH1 , VL-CL ] -Human- IgGl- [ Hinge ] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Human-IgG2/Human- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG2- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Human- lgG4/Human- [VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG4- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Human- IgG4/Human- [VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG4- [Hinge] -Human- 
IgG4[N-terminale Region von CH2] -Human-IgG3*[C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] - Human -I gG3*[CH 3] 



Maus-IgG2b/Ratte- [VH-CH1, VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 



IgG3*-[CH2-CH3] 



Maus-IgG2b/Human-[VH-CHl, VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] - Human - 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Maus-IgG2b/Maus- [VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human- IgG4/Ratte- [ VH-CH1 , VL-CL] - 
Human- IgG4- [Hinge] -Human-IgG4- [CH2] - Human- IgG3*- [CH3] 




HumanlgGl/Ratte [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl [Hinge] -Human- 
IgG4-[CH2] -HumanIgG3*[CH3] 



HumanlgGl/Maus [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl [Hinge] -Human-IgG4- 
[ CH2 ] -Human- IgG3 * [ CH3 ] 

Human- IgG4/Human[VH-CHl , VL-CL] -Human-IgG4- [Hinge] -Human- 
IgG4- [CH2] -HumanIgG3*- [CH3] 

14. AntikGrper nach einem Oder mehreren der vorhergehenden 
Anspriiche , 

dadurch gekennzeichnet , 

daB der bispezif ische AntikGrper aus einem heterologen 
I Ratte/Maus bispezif ischen AntikGrper ausgewdhlt wird. 

15. AntikGrper nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Ansprtiche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB der trispezif ische AntikGrper einen T-Zell-Bindungs- 
arm, einen Zielzell-Bindungsarm und eine dritte Spezifitat 
zur Bindung an Fc-Rezeptor positive Zellen besitzt. 

16. AntikGrper nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der trispezif ische AntikGrper so ausgewflhlt wird, daB 



• • * , * • • • 



er ein anti-CD3 X anti-operationell induzierbares Ziel- 
zell-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD4 X anti-opera- 
tionell induzierbares Zielzell-assoziiertes Antigen- und/- 
oder anti-CD5 X anti-operationell induzierbares Zielzell- 
assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD6 X anti-operatio- 
nell induzierbares Zielzell-assoziiertes Antigen- und/oder 
anti-CD8 X anti-operationell induzierbares Zielzell-asso- 
ziiertes Antigen- und/oder anti-CD2 X anti-operationell 
induzierbares Zielzell-assoziiertes Antigen- und/oder an- 
ti-CD28 X anti-operationell induzierbares Zielzell-assozi- 
iertes Antigen- und/oder anti-CD44 X anti-operationell 
induzierbares Zielzell-assoziiertes Antigen-AntikOrper, 
bevorzugt mit einem zusStzlichen Anti-Fc-Rezeptor-Bin- 
dungsarm, ist. 

17. Antikttrper nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspriiche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die Zielzelle eine Tumorzelle Oder eine durch Mikroor- 
ganismen infizierte Zelle ist. 

18. Pharmazeutische Zusammensetzung, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB sie einen oder mehreren der AntikOrper nach einem oder 
mehreren der vorhergehenden Anspriiche, wahlweise zusammen 
mit einem oder mehreren ublichen pharmazeutischen Trager- 
und/oder Hilf sstof fen, in einer therapeutisch wirksamen 
Menge enthait. 

19. Verwendung eines AntikOrpers nach einem oder mehreren der 
vorhergehenden Anspriiche zur Induktion einer Immunantwort 
und/oder zur ZerstGrung der Zielzelle. 



20. Verwendung eines AntikOrpers nach einem oder mehreren der 
vorhergehenden Anspriiche zur Prophylaxe und Therapie von 




Tumorerkrankungen und von Erkrankungen, die durch Infek- 
tion mit Mikroorganismen induziert wurden. 

21. Verwendung elnes AntikOrpers nach einem Oder mehreren der 
vorhergehenden Anspriiche zur Induktion einer Zielzellimmu- 
nitat, bevorzugt einer Langzeit-Zielzellimmunitat . 

22. Verwendung eines Antzikttrpers nach einem oder mehreren der 
vorhergehenden Anspriiche zur Verminderung der Anzahl kon- 
tarainierender Zielzellen in Stammzelltransplantaten ex- 
vivo, wobei der AntikOrper fQr einen ausreichend langen 
Zeitraum mit aus Transplantaten gewonnenen Stammzellen, 
die kontaminierende Zielzellen entrhalten kOnnen, in Kon- 
takt gebracht wird, um die Anzahl an kontaminierenden 
Zielzellen im Stammzelltransplantat zumindest zu verrin- 
gern. 



23. 



Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspriiche, wobei als Zielzelle eine Tumorzelle oder eine 
durch Mikroorganismen infizierte Zelle eingesetzt wird. 
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